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„Eine neue wissenschaftliche Wahrheit pflegt sich nicht in der Weise 
durchzusetzen, dass ihre Gegner überzeugt werden und sich als belehrt erklären, 
sondern vielmehr dadurch, dass ihre Gegner aussterben und  
dass die heranwachsende Generation von vornherein mit der Wahrheit vertraut 
geworden ist.“ 
 
(Max Planck (1948) Wissenschaftliche Selbstbiographie.  
Leipzig: Johann Ambrosius Barth Verlag, S.22) 
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Referat: 
 
Die vorliegende Arbeit untersucht die strukturellen Grundlagen 
agonistischer und invers agonistischer Eigenschaften von Liganden am 
ADP-Rezeptor P2Y12. Dazu wurde eine Bibliothek systematisch veränderter 
Purinverbindungen am Wildtyp-P2Y12 (WT) mit und ohne ADP und an 28 
konstitutiv aktiven P2Y12-Mutanten getestet. Dies ermöglichte die 
pharmakologische Zuordnung der Substanzen als Agonist, Antagonist oder 
inverser Agonist. Die Untersuchungen wurden in einem Hochdurchsatz-
Hefe-Expressionssystem in Hefen durchgeführt. Als agonistische Liganden 
am P2Y12 Rezeptor konnten verschiedene ATP und ATP-Derivate 
identifiziert werden. Ihre agonistische Potenz am ADP-Rezeptor reihte sich 
wie folgt: 2-(methylthio)-ADP > 2-(methylthio)-ATP > ADP > ATP. In 
Dockingstudien wurde mittels eines komparativen Computermodels des 
P2Y12 für diese ATP-Derivate eine Bindungsstelle nachgewiesen, die von 
den Transmembrandomänen (TM) 3, 5, 6 und 7 gebildet wird. Die 
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Aminosäuren Y105, E188, R256, Y259 und K280 besitzen in der 
Ligandeninteraktion einen besonderen Stellenwert.  
Zudem konnten einige Liganden identifiziert werden, die invers 
agonistische Eigenschaften an konstitutiv aktiven P2Y12-Mutanten zeigten. 
So führte eine N-Methyl-anthraniloyl-(mant) Modifizierung an der 3’-OH 
Gruppe der 2’-Deoxyribose (mant-dATP, mant-dADP) zu Liganden mit 
invers agonistischen Eigenschaften an 10 konstitutiv aktiven P2Y12-
Mutanten. Diese Wirkung konnte mittels verschiedener funktioneller Tests 
in Säugerzellsystemen ebenfalls für den WT-Rezeptor bestätigt werden. 
Basierend auf den Ergebnissen computerassistierter Dockingstudien 
schienen inverse Agonisten und Agonisten dieselbe Bindungstasche zu 
nutzen. Eine mechanistische Erklärung für ihren funktionellen Unterschied 
am WT konnte das Modell jedoch nicht liefern.  
Zusammenfassend wurde gezeigt, dass der als ADP-Rezeptor bezeichnete 
P2Y12 mit einer etwas geringeren Potenz auch ATP als natürlichen Agonist 
erkennt und dass mant-modifiziertes dATP und dADP neue inverse 
Agonisten mit potenziellem therapeutischem Nutzen sind.  
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Einleitung 
Definition und Klassifizierung der G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren  
 
Ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor (GPCR) ist ein transmembranäres 
Protein, welches äußere Signale (extrazellulär) in die Zelle leitet 
(intrazellulär) und dort über GTP-bindende Proteine Signalprozesse 
auslöst. GPCRs sind die größte und vielfältigste Gruppe unter den 
Rezeptorproteinen. Im menschlichen Genom kodieren ca. 900 Gene für 
GPCRs (Fredriksson and Schioth, 2005), wovon 50% den olfaktorischen 
Rezeptoren zugeordnet werden. In der Vergangenheit wurden sie bei 
Vertebraten in drei Klassen unterteilt:  
 
Klasse A: Die rhodopsinähnlichen Rezeptoren 
Klasse B: Die Sekretinrezeptoren  
Klasse C: Die metabotropischen Glutamatrezeptoren 
  
Die rhodopsinähnlichen Rezeptoren bilden mit über 85% die größte 
Rezeptorfamilie unter den GPCRs. Neben den drei Vertebraten-Klassen 
werden zusätzlich die Klassen D und E unterschieden. Hierbei handelt es 
sich um Pheromonrezeptoren in Hefen und cAMP-Rezeptoren in 
Fadenwürmern. 
Eine neuere, auf phylogenetischen Eigenschaften basierende, Einteilung 
der GPCRs nach dem GRAFS-/Fredriksson-System erfolgt in die folgenden 
5 Gruppen: Glutamat-, Rhodopsin- , Adhäsions-, Frizzled/Taste2- und 
Sekretinrezeptoren (Fredriksson et al., 2003). Ihre Signaltransduktion 
geschieht über GTP-bindende Proteine (G-Proteine). Diese heterotrimeren 
Proteine besitzen in der α-Untereinheit eine GTP/GDP Bindungsdomäne 
(Gilman, 1987; Wess, 1998) und unterscheiden sich in drei wesentlichen 
Formen :  
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1. Die Stimulation (Gαs–Protein) oder Hemmung (Gαi/o–Protein) der 
Adenylylcyclase führt zu einer Änderung des cAMP-Spiegels. 
2. Die Stimulation der Phospholipase C (Gαq–Protein) führt zur 
Bildung von „second messengern“ Diacylglycerol (DAG) und 
Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) aus Phosphatidyl-inositol-4,5-
diphosphat (PIP2).  
3. Kleine GTP bindende Proteine werden durch die Aktivierung von 
Gα12/13–Proteinen beeinflusst (Wettschureck and Offermanns, 
2005). 
Darüber hinaus können auch die β-/γ-Untereinheiten selbst über 
Effektoren wie z.B. Ionenkanäle oder Enzyme an der Signaltransduktion 
beteilig sein (Wu et al., 1998). Aufgrund ihrer einheitlichen Struktur aus 
sieben Transmembrandomänen (TM), werden die GPCRs auch 7TM-
Rezeptoren genannt. Die Vielseitigkeit der GPCRs zeigt sich zudem in der 
Agonistenvielfalt. Neurotransmitter, Hormone, Nukleotide, Geschmacks- 
und Geruchsstoffe aber auch physikalische Reize, wie Licht, werden 
transformiert. So reichhaltig wie ihre physiologische Relevanz ist auch die 
pharmakotherapeutische Bedeutung der GPCRs. Bekannte und medizinisch 
unverzichtbare Wirkstoffe, wie beispielsweise Betablocker, Opioide, 
Thrombozytenaggregationshemmer und Neuroleptika, haben u.a. ihren 
Angriffspunkt an GPCRs. In der heutigen Praxis wirken ca. 40 % aller 
modernen Pharmaka an diesen Rezeptoren (Overington et al., 2006).  
Da GPCRs an fast allen physiologischen Vorgängen im Körper beteiligt 
sind, ist es naheliegend, dass ein direkter oder indirekter Defekt dieser zu 
diversen Krankheiten führt. Mutationen in GPCR-Genen verursachen 
unterschiedlichste Erkrankungen, wie Seh- und Wachstumsstörungen oder 
die Entstehung maligner Tumoren (Schöneberg et al., 2004). 
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Purinerge Rezeptoren 
 
Man unterscheidet zwei Familien von purinergen Rezeptoren. P1-
Rezeptoren werden durch das Purinnukeosid Adenosin und P2-Rezeptoren 
durch Nukleotide, meist durch ATP, aktiviert (Burnstock G, 1980). Die 
Adenosin-Rezeptoren werden ihren molekularen, biochemischen und 
pharmakologischen Eigenschaften nach in vier verschiedene Subtypen 
unterteilt:  
 
A1-, A2a-, A2b- und A3-Rezeptoren. 
 
Die P2-Rezeptoren untergliedern sich weiterhin in die P2X-Rezeptoren, 
welche in der Zellmembran Kationenkanäle formen und die an ein G-
Protein gekoppelten P2Y-Rezeptoren (Burnstock G et al., 1985). 
Es existieren sieben bekannte P2X-Rezeptoruntereinheiten, die als P2X1 
bis P2X7 bezeichnet werden (Ralevik V et al., 1998).  
Die P2Y-Rezeptoren bilden 10 funktionell charakterisierte Subtypen, 
von denen 8 im menschlichen Genom vorliegen. Alle P2Y-Rezeptoren sind, 
wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, über die verschiedenen 
heterotrimeren G-Proteine an Second-Messenger-Kaskaden gekoppelt. Sie 
werden von den unterschiedlichsten Zelltypen exprimiert: Epithel- und 
Endothelzellen, Thrombozyten, glatte und quergestreifte Muskelzellen, 
Neurone, Fibroblasten, Monozyten, Makrophagen und Gliazellen (Di Vergilio 
F, 1995).  
Immunzellen besitzen vor allem den P2Y2-Subtyp auf ihrer Zelloberfläche 
(Abbracchio et al., 1994), dem eine zentrale Rolle bei der Leukozyten-
Adhäsion zugeschrieben wird. P2Y2 spielen zudem eine Schlüsselrolle bei 
der Migration und Orientierung von Zellen unter chemotaktischer 
Stimulation (Weisman et al., 1996). Humane neutrophile Granulozyten 
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setzen beispielsweise ATP frei, durch welches der P2Y2 Rezeptor eine 
Zellausrichtung vermittel kann.  
 
Die ADP-Thrombozytenrezeptoren P2X1 und P2Y1 
 
Der P2X1-Rezeptor ist, wie zuvor beschrieben, ein ligandengesteuerter 
Kationenkanal, der bei Aktivierung einen sofortigen Kalziumeinstrom von 
extrazellulär nach intrazellulär bewirkt. Seine genomische Sequenz ist auf 
dem humanen Chromosom 17 lokalisiert (Valera et al., 1995). Der 399 
Aminosäuren umfassende Rezeptor setzt sich aus zwei 
Transmembrandomänen und einem großen Extrazellulärloop zusammen 
(Ralevic et al, 1998). Seine Expression ist sehr weit verteilt und wird z.B. in 
Muskelzellen, Neuronen und Gliazellen exprimiert. Zu den Liganden zählen 
ATP und ATP-Derivate, wie z.B. αβ-methylen-ATP, aber auch ADP. Seine 
Aktivierbarkeit durch ADP brachte diesen Rezeptor mit der 
Thrombozytenaggregation in Verbindung (Sun et al., 1998).  
Beim P2Y1-Rezeptor handelt es sich um einen GPCR. Er besteht aus 373 
Aminosäuren und ordnet sich in den klassischen sieben TMs an. Er koppelt 
intrazellulär über ein Gq-Protein (Schachter et al., 1997). Lokalisiert ist 
seine genomische Sequenz beim Menschen auf Chromosom 3 (Ayyanathan 
et al., 1996). Der P2Y1-Rezeptor wird weitgehend ubiquitär im Herzmuskel, 
glatter Muskulatur, Blutgefäßen, Thrombozyten, Hoden, Prostata bzw. 
Ovarien exprimiert (Ralevic et al., 1998). Zu seinen Liganden zählen ADP 
und ADP-Derivate, wie d-ADP und 1-Me-ADP. Die Wirkung von ATP wird 
sowohl als Agonist (Palmer et al., 1998) als auch als Antagonist (Leon et al. 
1997) beschrieben. Bei einer Aktivierung bewirkt der P2Y1 ebenfalls einen 
Kalziumanstieg in der Zelle, ausgelöst durch eine Freisetzung aus 
intrazellulären Speichern.  
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Der ADP-Rezeptor P2Y12 
 
Der P2Y12 setzt sich aus 342 Aminosäureresten zusammen und seine 
genomische Sequenz ist, wie auch die des Thrombozytenrezeptor P2Y1, 
auf Chromosom 3 lokalisiert. Der ADP Rezeptor P2Y12 ist ein Gi-
Proteingekoppelter Rezeptor und seine Aktivität triggert neben anderen 
Faktoren die Thrombozytenaggregation (Hollopeter et al., 2001). 
Inaktivierende Mutationen im P2Y12-Gen führen nachweislich beim Hund, 
der Maus und dem Menschen zu funktionellen Blutgerinnungsstörungen 
(Boudreaux and Martin, 2011; Cattaneo, 2005; Cattaneo et al., 2003; Daly et 
al., 2009; Fontana et al., 2009; Remijn et al., 2007; Shiraga et al., 2005). Der 
erste Patient mit einem kongenitalen P2Y12-Rezeptordefekt wurde 1992 
beschrieben (Cattaneo et al., 1992). Aufgefallen war er durch lebenslang 
starke Blutungsneigung und postoperative Komplikationen. Seine 
Blutungszeit betrug 15-20 min und labordiagnostisch konnten selbst hohe 
ADP-Konzentrationen über 10 µm nicht zu einer irreversiblen 
Thrombozytenaggregation führen. Der exakte Gendefekt dieser autosomal 
rezessiv vererbten Erkrankung ist nur bei wenigen Patienten bekannt. Bei 
einem Geschwisterpaar konnte beispielsweise eine homozygote Mutation 
378delC nachgewiesen werden (Cattaneo, 2011). Der P2Y12 wird nicht nur 
auf Thrombozyten, sondern auch in Subregionen des Gehirns exprimiert 
(Hollopeter et al., 2001). Gliazellen scheinen hierbei eine wichtige P2Y12-
tragende Zellpopulation darzustellen. Sein fehlen führt zu einer 
reduzierten Mikrogliaaktivierung (Haynes et al., 2006). 
Der P2Y12 kann durch ADP (Abb. 1) und hochpotent durch das ADP-
Derivat MeS-ADP aktiviert werden. Die Rolle von ATP wird, wie auch beim 
P2Y1, kontrovers diskutiert und reicht vom Agonismus (Barnard and Simon, 
2001; Simon et al., 2002) bis zum Antagonismus (Bodor et al., 2004; 
Springthorpe et al., 2007). 
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Abb. 1: Strukturmodell des P2Y12. Gezeigt ist ADP als Liganden in einem P2Y12 
Dockingmodell. Rot dargestellt sind die für die Interaktion wesentlichen Aminosäuren. 
Das Modell ist im Rahmen der nachstehenden Publikation entstanden und dort im Detail 
beschrieben. 
 
Der ADP-Rezeptor P2Y12 steht namensgebend für eine Gruppe strukturell 
ähnlicher Rezeptoren. Die P2Y12-like Gruppe beinhaltet die ADP-
Rezeptoren P2Y12 (Hollopeter et al., 2001) und P2Y13 (Zhang et al., 2002), 
sowie den UDP-Glukose-Rezeptor P2Y14 (Chambers et al., 2000) und die 
orphanen Rezeptoren GPR82, GPR87, GPR171 (Lee et al., 2001) und GPR34 
(Marchese et al., 1999; Schöneberg et al., 1999) (Abb. 2). 
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Abb. 2: Phylogenetische Beziehung von Mitgliedern der P2Y12-ähnlichen GPCR. Auf der 
Grundlage ihrer Aminosäuresequenz wurde ein phylogenetischer Baum erzeugt 
(Schöneberg et al., 2007). Weiterhin gezeigt sind die bekannten natürlichen Agonisten 
sowie Clopidogrel als Antagonist am P2Y12. 
 
Die Pharmakologie des P2Y12 
 
Auf Grund seiner hohen physiologischen Relevanz bei der 
Thrombozytenaggregration ist der P2Y12 ein zentraler Angriffspunkt für 
antithrombotische Medikamente, wie z. B. Ticlopidin und Clopidogrel. 
Diese Thienopyridinderivate zeigen eine signifikante Wirkung zur 
Prophylaxe zerebraler und kardialer ischämischer Ereignisse. Die 
antagonistischen Eigenschaften dieser Medikamentengruppe stehen im 
Zusammenhang mit irreversiblen Interaktionen zwischen extrazellulären 
Cysteinbrücken des P2Y12 und dem Pharmakon (Ding et al., 2003). 
Hierdurch werden aktivierte und inaktive Thrombozyten gehemmt. Die 
P2Y12-Blockade bewirkt über einen intrazellulären Signalweg eine indirekte 
Hemmung des Glycoprotein IIb/IIIa-Komplexes, welcher für die Bindung 
von Fibrinogen verantwortlich ist. Ticlopidin und Clopidogrel unterscheiden 
sich in ihrer Molekülstruktur lediglich um eine Seitengruppe. Clopidogrel 
wird jedoch bevorzugt eingesetzt, da es im Gegensatz zu seinem 
Vorgänger keine Leukozytopenien auslöst. Einen besonderen Stellenwert 
nimmt Clopidogrel bei der Postprophylaxe von koronaren Stent-
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Implantationen ein. Sowohl bei Clopidogrel als auch bei Ticlopidin handelt 
es sich um Prodrugs, welche das Cytochrome P450 2C19 Enzym (CYP 
2C19) für die Umwandlung in einen aktiven Metaboliten benötigen. 
Pharmaka werden als Prodrugs verabreicht, wenn sie in ihrer aktiven Form 
nicht oral resorbiert werden können, sie dadurch einem hohen First-Pass-
Effekt (Metabolisierung des Pharmakons während der ersten Passage 
durch die Leber) entgehen oder die unerwünschten Wirkungen durch 
gezielte Metabolisierung am Wirkort gering halten. Problematisch sind 
Wechselwirkungen mit anderen chemischen Substanzen und 
Medikamenten, welche ebenfalls durch das CYP2C19 metabolisiert werden 
und so den Wirkspiegel des Thrombozytenaggregationshemmers 
verändern. Protonenpumpeninhibitoren, wie Omeprazol, hemmen 
CYP2C19 und verringern den Wirkspiegel von Clopidogrel. Im Gegensatz 
dazu induziert das Antibiotikum Rifampicin die Expression von CYP2C19. 
Aber auch Clopidogrel selbst kann mit anderen Medikamenten gefährlich 
interagieren. Es verdrängt durch seine hohe Affinität am CYP2C19 das 
Antiepileptikum Phenytoin und verhindert dessen Abbau. Obwohl 
Clopidogrel sehr spezifisch und effektiv wirkt, unterliegt es einer hohen 
Variabilität in der Thrombozytenaggregation, welche genetischen 
Polymorphismen und Medikamenteninteraktionen geschuldet ist (Munoz-
Esparza et al., 2011; Nawarskas and Clark, 2011).  
Diese Tatsache führte zur Suche nach alternativen P2Y12-Blockern wie 
Cangrelor, Prasugrel und Ticagrelor. Bei letzteren handelt es sich um 
reversibel bindende ATP-Derivate (Storey, 2011) (Abb. 3). 
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Abb. 3: Strukturformeln von  P2Y12-Blockern. Cangrelor besitzt das Purinnukleotid ATP 
als Kernstruktur, bei Ticagrelor ist die 5‘-Position der Ribose nicht mehr mit 
Phosphatgruppen verestert. Das Purin Prasugrel ist strukturchemisch am weitesten von 
ATP entfernt.  
 
Vorteile und Suche eines inversen Agonisten 
 
Wie alle GPCRs liegt auch der P2Y12 in einem Rezeptorgleichgewicht 
zwischen aktiven und inaktiven Rezeptorkonformationen vor. Liganden 
und Mutationen in GPCRs können dieses Gleichgewicht beeinflussen. Der 
P2Y12 scheint bereits ohne Agonist in messbarer Menge in aktiven 
Konformationszuständen vorzuliegen (Chee et al., 2008; Schulz and 
Schoneberg, 2003). Aus diesem Grund wäre ein inverser Agonist von hoher 
pharmakologischer Relevanz. Im Gegensatz zu Antagonisten verschieben 
inverse Agonisten das Gleichgewicht in Richtung inaktive Konformationen. 
Bisher wurden jedoch erst wenige inverse Agonisten am P2Y12 beschrieben 
(Ding et al., 2006). Im Gegensatz zu klassischen Antagonisten würde ein 
inverser Agonist nicht nur die Aktivierung des P2Y12 verhindern, sondern 
die Grundaktivität der P2Y12-mediierten Aggregation und damit die 
Thrombenbildung reduzieren helfen. 
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Die Wahl des geeigneten Expressionssystems 
 
Eine funktionelle Charakterisierung von P2Y-Rezeptoren und ihrer 
Mutanten in Säugerzellexpressionssystemen ist durchaus problematisch. 
Gründe hierfür sind die Freisetzungen endogener Nukleotidasen und 
Nukleotide.  
 
Hefe 
 
Eine Lösung dieser Probleme konnte durch den Einsatz eines heterologen 
Hefezellsystem erreicht werden. Der humane P2Y12 kann in einem 
Hefezellsystem exprimiert und funktionell getestet werden (Pausch et al., 
2004; Schulz and Schoneberg, 2003). Hierbei wird die Rezeptoraktivität des 
P2Y12 oder einer seiner Mutanten über ein chimeres G-Protein direkt an 
das Zellwachstum gekoppelt. Nur durch die Aktivität des Rezeptors sind 
die Zellen in der Lage Histidin zu bilden und sich so in einem histidinfreien 
Medium zu vermehren (Abb. 4). Die Zellvermehrung kann dann mittels 
optischer Dichte bestimmt werden. 
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Abb. 4: Signaltransduktion des verwendeten heterologen Hefeexpressionssystems. 
Gezeigt ist eine P2Y12-rezeptorexprimierende Hefezelle. Mit Hilfe eines chimeren G-
Proteins wird die Rezeptoraktivität auf einen MAP-kinase Signalweg umgelenkt. Durch 
den Transkriptionsfaktor Ste12 wird das Reportergen HIS3 Downstream der FUS1-
Promotorregion aktiviert. Über die dargestellte intrazelluläre Signalkaskade ist die 
Hefezelle in der Lage den Zellzyklus Arrest zu umgehen, die Aminosäure Histidin zu 
produzieren und so im histidinfreien Medium zu leben (Pausch et al., 2004). 
 
Bisher wurden nur sehr wenige aktivierende Mutationen an P2Y 
Rezeptoren beschrieben (Ding et al., 2006). In einer umfangreichen 
Mutagenese-Studie wurden aus über 1000 Punktmutationen lediglich 28 
konstitutiv aktive P2Y12 Mutanten identifiziert (Cöster et al., 2012). 
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Epic 
 
Eine weitere Möglichkeit des Messverfahrens stellt das dynamische 
Massenredistributionsverfahren Epic dar. Hierbei handelt es sich um einen 
Biosensor, welcher agonistvermittelte Zellkinetik optisch detektiert (Fang 
et al., 2007). Da dies die Möglichkeit offeriert bereits 5 Minuten nach 
Stimulation zu messen, erlaubt dieser Versuchsaufbau die 
Rezeptoraktivität abzulesen, bevor die Nukleotide durch chemische oder 
enzymatische Hydrolyse zerfallen oder umgewandelt werden. 
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Fragestellung 
 
Der ADP-Rezeptor P2Y12 gehört zur Superfamilie der GPCRs und ist an der 
Vermittlung der Thrombozytenaggregation beteiligt. Da dieser Rezeptor 
eine erhöhte Basalaktivität besitzt, könnte sich ein therapeutischer Vorteil 
inverser Agonisten gegenüber Antagonisten ergeben. Bis dato sind nur 
wenige inverse Agonisten beschrieben. Deshalb galten als wesentliche 
Ziele der Arbeit mittels einer Purin-Substanzbibliothek Liganden-Struktur-
Wirkungsbeziehungen zu ermitteln und darüber neue inverse Agonisten zu 
identifizieren. Weiterhin sollte mittels computerassistiertem 
Ligandendocking an einem P2Y12-Modell die putative 
Ligandenbindungstelle identifiziert und über diese Rückschlüsse auf die 
Potenz von Liganden gezogen werden. Eine systematische, funktionelle 
Charakterisierung von Liganden sollte Determinanten identifizieren, die 
eine agonistische und eine invers agonistische Wirkung am P2Y12 
vermitteln. In Summe möchte diese Arbeit wesentliche Beiträge zum 
Verständnis von Struktur-Wirkungsbeziehungen am P2Y12 leisten.  
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Zusammenfassung der Arbeit 
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Titel:  Identifizierung von agonistischen und invers agonistischen 
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eingereicht von: Philipp Schmidt 
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   Institut für Biochemie 
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Der zur Superfamilie der GPCRs gehörende ADP-Rezeptor P2Y12 ist an der 
Vermittlung der Thrombozytenaggregation beteiligt und besitzt in vitro 
eine erhöhte Basalaktivität. Aus dieser Tatsache könnte sich ein 
therapeutischer Vorteil inverser Agonisten gegenüber Antagonisten 
ergeben. Da bisher lediglich ein inverser Agonist beschrieben war, galt als 
wesentliches Ziel der Arbeit, mittels einer Purin-Substanzbibliothek 
Liganden-Struktur-Wirkungsbeziehungen zu ermitteln und darüber neue 
inverse Agonisten zu identifizieren. 
Um den humanen ADP-Rezeptor heterolog zu exprimieren und funktionell 
zu testen, wurde ein genetisch modifizierter Hefestamm verwendet. 
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Dieses Expressionssystem offerierte insbesondere für die 
Charakterisierung von Nukleotidrezeptoren eine Reihe an Vorteilen 
gegenüber Säugerzelllinien, da es selbst keine endogenen 
Nukleotidrezeptoren besitzt. In diesem System zeigten die Agonisten ADP 
und MeS-ADP mit EC50 Werten von 2,8 µM und 6 nM die erwartete Potenz 
und volle agonistische Aktivität. Somit konnte dieses Hochdurchsatz-
Expressionssystem äquivalent zu anderen Testsystemen eingesetzt 
werden. Durch das Testen einer Purinsubstanzbibliothek konnten neben 
ADP und MeS-ADP auch die ATP-Derivate ATPγS und 2I-ATPγS als 
Agonisten sowie ATP und MeS-ATP als partielle Agonisten, am P2Y12 
identifiziert werden. Die agonistische Aktivität für ATP konnte nicht nur im 
heterologen Hefeexpressionssystem gezeigt werden, sondern auch in 
verschiedenen Säugerzelllinien und Signalassays. Die in der Literatur 
kontrovers diskutierten Eigenschaften von ATP am P2Y12 sind 
wahrscheinlich auf sehr unterschiedliche Messsysteme zurückzuführen. 
Die eigenen, im Rahmen der Arbeit gewonnen, Daten legen nah, dass ATP 
in heterologen Expressionssystemen ein partieller Agonist ist. 
Während ATP allein den P2Y12 Rezeptor aktiviert, konkurrieren in 
Anwesenheit von ADP beide Substanzen um die Bindung am aktiven 
Zentrum und durch diesen partiellen Agonismus wird schließlich die 
Aktivität reduziert. Diese Ergebnisse veranlassen zu der Frage, ob ATP 
auch in vivo ein Agonist am P2Y12 Rezeptor ist. Das ATP-ADP-Verhältnis 
der elektronendichten Granula der humanen Thrombozyten beträgt circa 
2:1. Vorangegangene Studien zeigten, dass die Oberflächenkonzentration 
von ADP während der Thrombinstimmulation zwischenzeitlich 7–10 μM 
erreicht. Sowohl die ADP- als auch die ATP-Konzentration genügen, um 
den P2Y12 der Thrombozyten zu aktivieren, vorausgesetzt deren 
Freisetzung aus den Granula geht mit derselben Kinetik einher. Es ist 
daher sehr wahrscheinlich, dass der P2Y12 auch in vivo ein ATP-Rezeptor 
ist. 
Das Anfügen einer 2’-methylthio-Gruppe an ATP verstärkte die Potenz am 
P2Y12 und führte zu einem hoch potenten und vollen Agonisten. Die 
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Annahme, dass alle ATP-Derivate wahrscheinlich eine identische 
Bindungstasche besitzen, konnte mittels Ligandendocking im 
komparativen Strukturmodel des P2Y12 verstärkt werden. Auch wenn 
dieses Modell derzeit nicht in der Lage ist vorherzusagen, welche 
Voraussetzungen für ein Nukleotid nötig sind, um agonistische oder 
inverse agonistische Eigenschaften zu erlangen, zeigt es, welche 
Aminosäureseitenketten für die Ligandeninteraktion unabdingbar sind. Bei 
6 der an der Bindungstasche partizipierenden 7 Aminosäuren H253, I257, 
Y259, T260, Q263, T264 und K280 ergab sich, dass an den entsprechenden 
Positionen jede Mutation zu einem Funktionsverlust des Rezeptors führt. 
Eine klare Übereinstimmung von experimentellen und Dockingstudien-
Daten bestätigte dies.  
Viele GPCRs, wie Histamin-, Thyrotropin- und Melanocortinrezeptoren, 
weisen eine hohe Basalaktivität auf. Im Unterschied zu Antagonisten 
können inverse Agonisten die agonistenabhängige und -unabhängige 
Aktivität des Rezeptors herabsetzen. Dies stellt besonders in der 
prophylaktischen Therapie einen großen Vorteil dar. Die derzeit 
therapeutisch genutzten P2Y12-Liganden sind hoch affine Antagonisten. 
Inverse Aktivität wurde nur für den experimentellen P2Y12 Blocker AR-
C78511 beschrieben. AR-C78511 ist ein 2-alkylthio-substituiertes ATP-
Analogon, welches im Unterschied zu mant-dATP keine Modifizierung an 
der 2’ oder 3’ OH Gruppe der Ribose aufweist. In dieser Studie konnten 
mant-dATP und mant-dADP als inverse Agonisten am P2Y12 sowie 
verschiedene konstitutiv aktive P2Y12-Mutanten identifiziert werden. Bei 
mant-dATP handelt es sich am wahrscheinlichsten um einen 
orthosterischen Liganden, bei dem die invers agonistische Aktivität an die 
Desoxyribose geknüpft ist, da mant-ATP die invers agonistische Aktivität 
verliert. Trotz der Identifizierung eines inversen Agonisten, ist es derzeit 
auch mittels strukturbasiertem Homologie-Modelling von GPCRs und 
qualifizierten Docking-Algorithmen nicht möglich, agonistische und invers 
agonistische Aktivität zu erklären, oder für Liganden vorherzusagen. 
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